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RESUMEN. Se propone una metodologia analitica selectiva, dirigida a estudiar la
absorcibn gastrointestinal de ciprofloxacina, utilizando modelos in vitro que operen
con membranas naturales. El método consiste en diferenciar, respecto a la longitud
de onda, los valores de absorbancia registrados con un espectrofotémetro conven-
cional, para generar la derivada de primer orden, con ayuda de un programa de
coémputos adecuado, eliminando las interferencias que provocan las sustancias natu-
rales liberadas por las membranas gastrointestinales. Se validé el método mediante
el uso de un espectrofotémetro computarizado y se efectuaron estudios de correla-
ci6n de ciprofloxacina en presencia y ausencia de las sustancias interferentes. Los
resultados permiten afirmar que la metodologia propuesta constituye una alternati-
va analitica vilida para efectuar el seguimiento de la absorcién de ciprofloxacina.
SUMMARY. “Utilization of a Computation Software for the Analytical Determi-
nation of Ciprofloxacin by Derivative Spectroscopy in Gastrointestinal Absorption
Studies”. This work presents a selective analytical method to study gastrointestinal
absorption of ciprofloxacin, using a in vitro model that operates with natural mem-
branes. Supported by a suitable computation software, absorbance data from a
conventional spectrophotometer are differenced with regards to wavelengths to
obtain the first order derivative, in arder to avoid interferences with substances
released from the gastrointestinal membranes. The method was validated with a
computarized spectrophotometer. Correlation studies of ciprofloxacin, with and
without the presence of interfering substances, were made. The results show that
it is a useful methodology for checking ciprofloxacin absorption.

Metodologia Analitica

INTRODUCCION

La ciprofloxacina es un agente’ antimi-
crobiano de amplio espectro, contra gérme-
nes gram (+) y gram (—), perteneciente a
la nueva generacién de quinolonas fluora-

das 1-6

La literatura cientifica no es coincidente
en lo referente a su absorcién luego de ser
administrada por via oral. Crump et al. 7
concluyen que la ciprofloxacina es bien ab-
sorbida, mientras que Paulsen ® y Stahl-
mann ® manifiestan que la absorcién es par-

PALABRAS CLAVE: Ciprofloxacina; Absorcién in vitro; Espectroscopia derivativa; Programa de

’
computos.

KEY WORDS: Ciprofloxacin; In vitro absorption; Derivative Spectroscopy; Computation software.

.

ISSN 0326-2383

187



Volonté, M.G.

cial. Asimismo Siefert et al. '° trabajando
con ratas y monos demuestran que la droga
se absorbe s6lo parcialmente (30—-40%) en
am'bas especies.

Como un aporte mas al estudio de la ab-
sorcion de este principio activo hemos abor-
dado el andlisis de su transferencia a través
de las membranas gastrointestinales median-
te la utilizacién de un modelo in vitro, si-
guiendo con la metodologia empleada en
anteriores trabajos ''7!? a la cual se le han
introducido algunas modificaciones.

Para realizar el seguimiento de la transfe-
rencia de la droga a través de las membra-
nas se debe utilizar una metodologia anali-
tica que sea selectiva para ciprofloxacina y
que no capte las sustancias naturales libera-
das por los organos gastrointestinales. La
propuesta de la metodologia empleada en
el presente trabajo consiste en derivar los
valores de absorbancia en la regién ultra-
violeta, obtenidos desde un espectrofoté-
metro convencional, con ayuda de un pro-
grama de computacién adecuado; de esta
manera se soluciona el problema de las
interferencias, atin en el caso de no dis-
poner de un espectrofotémetro que em-
plee derivacién electrénica analégica o pro-
cesamiento digital de la sefial mediante mi-
crocomputadoras 4715,

Para validar el método se utilizé un es-
pectrofotémetro Shimadzu 160 que deriva
la sefial automdticamente.

PARTE EXPERIMENTAL

En una primera instancia se realizaron es-
tudios de estabilidad del principio activo en
las condiciones de trabajo, es decir, se ensa-
y6 la incidencia de la temperatura (37 °C),
burbujeo de carbdgeno (mezcla oxigeno-an-
hidrido carbénico, 95:5), exposicién a la
luz y medios de disolucién (solucién Krebs
pH 7,4, pH 6 y pH 1). El seguimiento anali-
tico se hizo al UV a distintos tiempos: 0,
30, 60 y 120 minutos. En todos los casos
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los resultados indicaron buena estabilidad
de la droga.

A continuacién se realizd un espectro de
absorcién ultravioleta derivado de orden ce-
ro y otro de primer orden de las sustancias
liberadas por los érganos, utilizando el es-
pectrofotometro Shimadzu (Fig. 1), encon-
trindose que en el primer existe una mani-
fiesta absorbancia en el rango comprendido
entre 200—400 nm, mientras que en el es-
pectro derivado de ler. orden, a partir de
321 nm hasta 400 nm ésta no presenta se-
fial, se hace cero.

321.6NM
+ 0.35A
0.100
(A/DIV.)
0.00 \,/ S
—0.10A
200.0 50.0(NM/DIV.) 400.0 NM

Figura 1. Espectros de absorci6n ultravioleta de las
sustancias liberadas por las membranas gastrointes-
tinales. derivada orden cero. —-#—#—e— deri-
vada primer orden.

En la Fig. 2 pueden observarse los espec-
tros de absorcién ultravioleta derivativos de
orden cero y ler. orden de una solucién de
ciprofloxacina en Krebs pH 7,4 de 20 pg/
ml, realizados. en el mismo espectrofotéme-
tro Shimadzu mencionado. En el primero
de ellos encontramos miximos de absor-
ciébn a 272 nm y a 328 nm, zonas en las
cuales también absorben las sustancias na-
turales de las membranas gastrointestinales.
En cambio en el espectro correspondiente a
la 1a. derivada las méximas sefiales se regis-
tran a 283 y a 340 nm, selecciondndose és-
ta Gltima como especffica para la determi-
nacién analftica de la ciproﬂo‘xacina, ya
que en ella quedan canceladas las sefiales
interferentes.
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Figura 2. Espectros de absorcibén ultravioleta de
una solucién de ciprofloxacina en Krebs pH 7,4
de 20 pg/ml, registrados con un espectrofotébmero
Shimadzu 160. Derivada orden cero. —e-e-&
Derivada primer orden.

Mediante la utilizacién de un espectrofo-
tometro Beckman 26 se registraron lecturas
de absorbancia a 335 nm y a 345 nm, rango
correspondiente a la pendiente del espectro
convencional que coincide con el miximo a
340 nm del espectro derivativo, y se las di-
ferenci6 respecto de la longitud de onda pa-
ra generar la derivada de ler. orden, utili-
zando el software Lotus 123®para desarro-
llar y optimizar una funcién que resuelva
este problema, aplicdndolo en un ordena-
dor IBM PC compatible.

Con la utilizacién de dicha funcibén se
deriv6 la absorbancia en el rango de longi-
tudes de onda comprendido entre 255y
365 nm, obteniéndose el espectro que se
observa en la Fig. 3 y cuya similitud con
el obtenido en el espectrofotémetro Shi-
madzu puede verificarse por comparaciéon
de los maximos y minimos respectivos.

Se efectuaron estudios de correlacién en-
tre ciprofloxacina preparada en solucién
Krebs pH 7,4 en presencia y ausencia de las
sustancias interferentes liberadas por las
membranas, con el objetivo de dar sustento
estadfstico a la selectividad del método. Pa-
raello se calcularon las curvas de calibracion
correspondientes a soluciones de la droga
en Krebs pH 7,4, en Krebs pH 7,4 previa-
mente incubada 120 minutos con “sacos”

® Lotus Development Corporation.
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Figura 3. Espectros de absorciéon ultravioleta de
una solucién de ciprofloxacina en Krebs pH 7,4
de 20 ug/ml, obtenidos mediante la aplicacion del
programa de cbmputos. —+——+—+ Derivada orden
cero, ~~0—8- Derivada primer orden.

intestinales conteniendo sélo solucién nu-
triente y en Krebs pH 7,4 previamente in-
cubada también 120 minutos pero con “sa-
co” estomacal en las mismas condiciones
anteriores.

Con el objeto de validar los resultados
obtenidos por el método propuesto se pre-
pararon soluciones de concentraciones en-
tre 8—24 pg/ml de ciprofloxacina en Krebs
pH 7,4 que se valoraron mediante lecturas
en el espectrofotémetro Shimadzu UV 160
computarizado y en el espectrofotémetro
Beckman 26, utilizdndose el test Student
para comparar los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se calculan las curvas de calibracibn ajus-
tando los valores mediante la ecuacién de
cuadrados minimos, trabajando en un ran-
go de concentracién de 5—25 ug/ml.

Se aplica el test de diferencias entre dos
rectas de regresién calculando los valores de
F con los coeficientes de regresién de la
curva de calibracién realizada en solucién
Krebs pH 7,4 (I) y el obtenido en solu-
cibn Krebs pH 7,4 incubada con el saco in--
testinal (II) '¢. De igual manera se calcula
el valor F entre el coeficiente de regresiéon
obtenido con ciprofloxacina en solucién
Krebs pH 7,4 y el que proviene de la solu-
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Figura 4. Curva de calibracién de ciprofloxacina
en solucién Krebs pH 7,4. Ordenada: valores pro-
medios de derivada de primer orden de 4 determi-
naciones. Abscisa: valores de concentracién en ug/
ml. El anélisis estadistico rechaza la hipétesis nula
de que no existe regresién o que § = 0, r = 0,9974,
Y = 0,000506 + 0,001994 X,

cién incubada con el saco estomacal (III).
Los resultados se muestran en las Figuras
4,5y 6, respectivamente.

Como conclusién de esta etapa de opti-
mizacién de la metodologia analftica pode-
mos expresar que de acuerdo a los valores
de F calculados con los coeficientes de re-
gresion se observa que no existen diferen-
cias significativas entre (I) y (II) y entre (I)
y (IIT) para un nivel de probabilidad del
0,05.

Los porcentajes recuperados de ciproflo-
xacina en solucién Krebs pH 7,4, luego de

Figura 5. Curva de calibracién de ciprofloxacina en
solucién Krebs pH 7,4 previamente incubada con
sacos intestinales. Ordenada: valores promedio de
derivada de primer orden de 7 determinaciones.
Abscisa: valores de concentracién en ug/ml. El
andlisis estadistico rechaza la hipétesis nula de que
no existe regresién o que § = 0, r = 1,0006, Y =
0,00073 + 0,00193 X, F = 5,427.
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Figura 6. Curva de calibracion de ciprofloxacina en
solucién Krebs pH 7,4 previamente incubada con
sacos estomacales. Ordenada: valores promedios de
derivada de primer orden de 6 determinaciones.
Abscisa: valores de concentracién en ug/ml. El
anilisis estadfstico rechaza la hipétesis nula de que
no existe regresiéon o que§ = 0,r = 0,99743,Y =

0,000508 + 0,00196 X, F = 1,074.

Concent. % lslﬁf:upz;ado CcV % g eclt: perado CcV S.va.(;} de Probabilidad
/ml) 1imadzu V., eckman .V, lgnl 1cac. de la desviac
(ug (n= 4) ) (n=4) (a = 0,05) :
8 99,13 1,07 99,94 1,33 NS 02<P<04
12 99,84 1,90 100,39 2,28 NS 0,5<P<0,9
16 99,81 1,21 100,86 " 0,47 NS 0,1<P<0,2
20 100,25 1,51 99,52 0,96 NS 04<P<05
24 99,62 0,90 100,68 1,66 NS 0,2<P<04

-

Tabla 1. Porcentajes recuperados de ciprofloxacina en solucién Krebs pH 7,4. Los valores tabulados corres-
ponden a valores medios. C.V. = coeficiente de variacién. NS = diferencias no significativas,
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valorarlos mediante el uso del espectrofoté-
metro Shimadzu y del Beckman, figuran en
la Tabla 1, observandose que no existen di-
ferencias significativas entre ambos para un
nivel de probabilidad del 0,05, luego de la
aplicacién del test de Student.

Como conclusién final, luego de analizar
los resultados obtenidos, es posible afirmar
que es adecuada la utilizacién de la meto-
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dologfa analitica propuesta para realizar es-
tudios cinéticos orientados a evaluar la
transferencia gastrointestinal de ciprofloxa-
cina con modelos in vitro que operen con
membranas naturales,
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